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ZAGOSPODAROWANIE ODPADOWYCH TLUSZCZOW
ZWIERZECYCH METODAMI ENZYMATYCZNYMI

Streszczenie. Celem pracy byta optymalizacja oczyszczania odpadowych thuszczéw zwierzgeych
z uzyciem metod enzymatycznych w celu ich przystosowania do produkcji paliwa uzywanego
w silnikach wysokopreznych. Materiat badawczy stanowity odpadowe ttuszcze zwierzece — sadto
wieprzowe oraz 19j wolowy. W planowaniu optymalizacji zastosowano centralny plan kompozy-
cyjny wykorzystujacy wspoltczynnik alfa ortogonalnosci. Do wszystkich eksperymentéw uzyto
enzymu proteolitycznego Alcalase 2,4L. Badano wptyw trzech wielkosci wejsciowych: czasu
reakcji, wytrzasania oraz dawki enzymu. Proces optymalizowano w kierunku maksymalizacji
iloéci uzyskiwanego ttuszczu. Wykazano, iz w przypadku obu substratow zastosowany model
doswiadczalny okazat si¢ odpowiedni i pozwalal na osiagnigcie wysokiej wydajnosci reakcji,
rzedu 95-100%. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, iz hydroliza enzymatyczna za pomoca
proteolitycznego preparatu enzymatycznego Alcalase 2,4L jest efektywna metoda przygotowania
odpadowych thuszczow zwierzecych do procesu transestryfikacji, bgdacego gldownym etapem
produkc;ji biodiesla.

Stowa kluczowe: 16j, sadto, thuszcze odpadowe, biodiesel

Wstep

Obecnie, w dobie coraz wigkszej popularnosci diet niskottuszczowych i propagowa-
nia zasad zdrowego zywienia, zmierza si¢ do zminimalizowania wykorzystania thusz-
cz6w zwierzecych w przemysle spozywczym. Rowniez przyktada si¢ coraz wicksza
wage do jakosci wykorzystywanych tluszczow, a nasycone tluszcze zwierzece, takie jak
16j wotowy i sadlo wieprzowe, sa uzywane niechetnie. Duza czes¢ odpadowych thusz-
czow zwierzgeych lub tluszczow niewykorzystanych w przemysle spozywcezym przej-
muje przemyst chemiczny, m.in. do produkcji mydta (DA CUNHA i IN. 2009), czgs¢
wykorzystywana jest w Zywieniu zwierzat (PIKUL 1996), jednak mozliwosci przetworcze
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tych galezi przemystu sg ograniczone i istotnym problemem staje si¢ znalezienie state-
go, pewnego odbiorcy tego typu produktow. Rozwigzaniem moze by¢ rosnace zaintere-
sowanie wytwarzaniem biopaliw z surowcoéw odnawialnych, a w szczegdlnosci produk-
cja biodiesla — estrow alkilowych kwasow tluszczowych (VASUDEVAN i BRIGGS 2008).
Do produkgcji tego rodzaju biopaliwa mozna z powodzeniem wykorzystaé odpadowe
thuszcze zwierzece, takie jak 16j wotowy oraz sadto wieprzowe (ONER i ALTUN 2009).
Biodiesel uzywany jako biopaliwo w silnikach wysokopreznych ma wiele zalet, do
ktérych nalezy zaliczy¢ przede wszystkim jego odnawialno$¢, biodegradowalnosé, nie
wymaga rowniez specjalnego przystosowywania silnikow, a jego spalanie, zaréwno
w czystej formie, jak i jako dodatku do ropy naftowej, powoduje znaczne zmniejszenie
emisji dwutlenku wegla do atmosfery (HSU i IN. 2004, DEMIRBAS 2009). Produkcja
biodiesla wymaga jednak dostarczenia surowca thuszczowego stosunkowo czystego,
niezawierajacego wody, biatka ani wolnych kwasoéw thuszczowych, stad konieczna jest
jego wstepna obrobka (DIAZ-FELIX i IN. 2009).

Celem pracy byta optymalizacja oczyszczania thuszczow zwierzgcych (foju wotowe-
go oraz sadta wieprzowego) metodami enzymatycznymi w celu uzyskania surowca
odpowiedniego do produkcji biodiesla.

Material i metody

Materiat badawczy pochodzenia zwierzgcego — 10j i sadto — zostal dostarczony przez
Zaktady Migsne Andrzej Bystry w Swarzedzu. Oba surowce poddano ujednoliceniu
przez zmielenie w mtynie koloidalnym KM100 (Mtynkol).

Zastosowany enzym proteolityczny — Alcalase 2,4L — otrzymano dzigki uprzejmosci
firmy Novozymes.

Zawartos¢ biatka we wszystkich badanych probach oznaczono metoda Kjeldahla
zgodnie z normg PN-A-04018:1975/Az3:2002.

Zawartosci wody oznaczono zgodnie z normg PN-ISO 1442:2000.

Zawartosci thuszczu oznaczono zgodnie z normg PN-ISO 1444:2000.

Zawartos$¢ popiotu oznaczono zgodnie z normg PN-ISO 936:2000.

Liczbe kwasowa oznaczono zgodnie z normg PN-EN ISO 660:2005.

Lepko$¢ badanych substratdow zmierzono aparatem RheoStress I z uzyciem sensora
typu ptytka/ptytka.

Do wykonania planu eksperymentu i statystycznej obrobki wynikéw wykorzystano
program Statistica (Statsoft).

W planowaniu eksperymentu uzyto centralnego planu kompozycyjnego z wykorzy-
staniem wspotczynnika alfa ortogonalnosci. Badano wptyw trzech zmiennych zalez-
nych: czasu oczyszczania, szybko$ci wytrzasania oraz dawki enzymu proteolitycznego.
Warto$ci graniczne wielkosci wejsciowych ustalono na nastgpujacym poziomie:

— czas: 2-12 h,
— wytrzasanie: 100-350 rpm,
— dawka enzymu: 0,0096-0,036 AU/g biatka.
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Badang wartoscig wyjsciowa (zmienng niezalezng) byta efektywnos¢ reakcji, defi-
niowana jako procent odzyskanego thuszczu, czyli masa tluszczu uzyskanego po obrob-
ce podzielona przez mase tluszczu zawartego w probee surowca przed obrobka.

Wszystkie eksperymenty optymalizacyjne prowadzono w temperaturze 60°C, enzym
podawano stukrotnie rozcienczony w 10 milimolowym buforze fosforanowym o pH 8.
Po zakonczeniu eksperymentow pozostawiano probe w temperaturze 60°C do utworze-
nia wyraznych warstw, nastgpnie w drodze dekantacji oddzielano powstala warstwe
thuszczowa.

Wyniki i dyskusja

Badane surowce thuszczowe poddawano wstgpnemu ujednoliceniu w miynie kolo-
idalnym a nastgpnie analizowano ich witasciwosci fizykochemiczne. Badanie skladu
thuszczow (tab. 1) wykazato, ze zardwno 16j, jak i sadto zawierajg zbyt duzo wody oraz
biatka, aby mogly by¢ bez dalszej obrobki wykorzystywane do produkcji biodiesla
obecnie stosowanymi metodami przemystowymi (w drodze transestryfikacji alkalicznej).

Tabela 1. Sktad badanych surowcéw thuszczowych (%)
Table 1. Composition of the investigated raw materials (%)

Substrat Zawartos¢ thuszczu Zawarto$¢ wody Zawarto$¢ biatka
Loj 92,16+0,77 6,56+0,50 1,29+0,33
Sadto 92,58+0,13 5,15+0,21 2,27+0,10

Przedstawione w tabeli wyniki wskazuja, iz oba badane tluszcze wymagaja obrobki
wstepnej w celu umozliwienia ich wykorzystania w reakcji transestryfikacji. W celu
przyblizonego okreslenia warunkow tego procesu przeprowadzono badania wstepne.
Pozwolity one na wytypowanie enzymu proteolitycznego Alcalase 2,4L jako efektyw-
nego katalizatora procesu obrobki wstepnej. Okreslono tez warunki brzegowe procesu,
takie jak szybko$¢ wytrzasania, czas reakcji oraz dawka enzymu, oraz stworzono plan
eksperymentu, ktory na podstawie centralnego planu kompozycyjnego z wykorzysta-
niem wspotczynnika alfa ortogonalnosci umozliwial zbadanie wptywu trzech wyzej
wymienionych zmiennych zaleznych. Dla kazdego z badanych substratow przeprowa-
dzono 16 eksperymentéw optymalizacyjnych, ktore pozwolily na okre§lenie wptywu
kazdego z badanych czynnikow na efektywnos¢ reakcji wyrazong jako procent odzy-
skanego thuszczu.

W przypadku obu badanych substratow wszystkie analizowane zmienne wywieraly
statystycznie istotny wpltyw na efektywnos¢ reakcji (rys. 1, 2). Jak wida¢ na przedsta-
wionych wykresach pareto, w przypadku toju najwickszy wplyw na efektywno$¢ reakcji
mialo wytrzasanie, mniejszy efekt wywieraly za§ dawka enzymu oraz czas reakcji.
W przypadku sadta najbardziej na ilo$¢ odzyskanego thuszczu wptywat potaczony efekt
wytrzasania oraz czasu reakcji.
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Doktadne wykreslenie warstw uzytecznosci (rys. 3, 4) pokazato, iz w przypadku toju
najwicksza wydajnos¢ reakcji mozna uzyskac, stosujac najwigksze badane dawki enzy-
mu, przy maksymalnym wytrzasaniu i najdtuzszym czasie reakcji. Rowniez w przypad-
ku sadta wskazane jest maksymalne wytrzasanie, jednak zastosowanie maksymalnej
dawki enzymu i maksymalnego czasu reakcji wptynie juz na nieznaczne pogorszenie
efektywnosci reakcji oczyszczania.

Dzigki zastosowanemu modelowi do§wiadczenia mozliwe bylo wyznaczenie opty-
malnych warunkéw reakcji, ktoére w przypadku toju przedstawialy sie nastgpujaco: czas
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reakcji 13,4 h, wytrzasanie 385 obr/min, dawka enzymu 0,00051 AU/g biatka. W przy-
padku sadta zmienne te powinny mie¢ nastepujace wartosci: czas reakcji 10,2 h, wytrza-
sanie 385 obr/min, dawka enzymu 0,00072 AU/g biatka. W obu przypadkach zastoso-
wanie wyzej wymienionych parametréw reakcji powinno pozwoli¢ na przeprowadzenie
reakcji enzymatycznego oczyszczania badanych surowcow thuszczowych z wydajnoscia
przekraczajaca 99%.

Poprawiony wspotczynnik R? dla planu optymalizacyjnego oczyszczania toju wy-
nio6st 0,86365, co pozwala wnioskowac, iz ponad 86% zmienno$ci zostatlo w modelu
uwzglednione. Podobng warto$¢ poprawionego wspotczynnika R? uzyskano w przypad-
ku modelu oczyszczania sadta (0,84297).

Aby sprawdzi¢ wiarygodnos¢ stworzonego modelu, wykonano eksperymenty wali-
dacyjne, zarowno w warunkach optymalnych dla kazdego substratu, jak i dla Srodko-
wych wartos$ci badanych zmiennych. We wszystkich przypadkach wyniki miescity sie
w odpowiednich przedziatach ufnosci, co pozwala wnioskowac, ze zatozenia modelu sg
prawidlowe i1 dobrze opisuje on czynniki wptywajace na efektywno$¢ wstepnego oczysz-
czania thuszczow odpadowych w celu przystosowania ich do reakcji transestryfikacji.

W celu okreslenia przydatnosci przygotowanych surowcéw do przemystowego
wytwarzania biopaliwa przeznaczonego dla silnikow wysokopreznych wykonano row-
niez pomiar liczby kwasowej. Wynosita ona 1,77+0,05 oraz 15,84+0,74 odpowiednio
dla toju i sadta. Przyjmuje sig, iz w przypadku transestryfikacji alkalicznej najwigksza
dopuszczalng wartoscia liczby kwasowe;j jest 2 (D1AZ-FELIX i IN. 2009), stad tez mozna
wnioskowa¢, ze 16j po przedstawionej wyzej obrobce bedzie si¢ nadawat idealnie do
tego typu reakcji. W przypadku sadla warto$¢ ta jest przekroczona, nie eliminuje to
jednak tego surowca jako substratu do produkcji biodiesla, gdyz mozliwa jest rowniez
produkcja w systemie dwuetapowym, ze wstepna transestryfikacja kwasowa, wykony-
wang wlasnie w przypadku surowcow o duzej wartosci liczby kwasowej. Obiecujaca
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Fig. 5. Viscosity of investigated substrates before and after pretreatment
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réwniez moze si¢ wydawac transestryfikacja enzymatyczna, w ktdrej przypadku obec-
nos¢ wolnych kwasow thuszczowych nie ma znaczenia.

W celu okreslenia wtasciwosci fizycznych badanych thuszczéw dokonano pomiaru
ich lepkosci (rys. 5), zarowno przed obrobka enzymatyczna, jak i po niej. Mozna zaob-
serwowaé, ze wstepne enzymatyczne przystosowanie thuszczow do reakcji transestryfi-
kacji w sposob wyrazny wplywa na obnizenie ich lepkosci, co powinno spowodowac
umozliwienie efektywniejszego ich mieszania z substratem alkoholowym oraz penetra-
cj¢ thuszezow przez katalizator tej reakcji.

Whioski

1. Zarowno w przypadku sadta, jak i toju niezbgdna jest ich obrobka wstepna,
przede wszystkim ze wzgledu na zbyt duza zawarto$¢ w nich biatka i wody, jak rowniez
na zbyt duza lepkos¢.

2. Wstepna obrobka obu surowcow thuszczowych z wykorzystaniem enzymu proteo-
litycznego Alcalase 2,4L umozliwia praktycznie catkowite oczyszczenie badanych
substancji z biatka i wody, przy jednoczesnym bardzo korzystnym zmniejszeniu ich
lepkosci.

3. Zastosowany plan eksperymentu pozwolil na zaprojektowanie modelu statystycz-
nego, dzigki ktéremu mozna byto wyznaczyé optymalne warunki prowadzenia oczysz-
czania wstgpnego, ktore przedstawialy si¢ nastepujaco: dla toju — czas reakeji 13,4 h,
wytrzasanie 385 obr/min, dawka enzymu 0,00051 AU/g biatka, dla sadta — czas reakcji
10,2 h, wytrzasanie 385 obr/min, dawka enzymu 0,00072 AU/g biatka.

4. Ze wzgledu na mata warto$¢ liczby kwasowej przetworzony 16j moze zosta¢ wy-
korzystany do produkcji biodiesla w reakcji alkalicznej transestryfikacji, sadlo nato-
miast, ze wzgledu na wicksza warto$¢ liczby kwasowej, aby mogto by¢ wykorzystywa-
ne do produkcji paliwa do silnikdéw wysokopreznych, powinno by¢ uzyte w reakcji
dwuetapowej ze wstepna transestryfikacja kwasowa lub w jednoetapowej reakc;ji transe-
stryfikacji enzymatyczne;.
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ENZYMATIC TREATMENT OF NON-EDIBLE AND WASTE ANIMAL FATS

Summary. The aim of the work was to optimize the enzymatic purification of non-edible animal
fats. The purification was conducted to adjust waste animal fats to biodiesel production. Beef
tallow and pig fat were the experimental materials. Central Composite and Non-factorial Re-
sponse Surface Designs with use of Alpha for Orthogonality Design was used for the optimiza-
tion. Enzymatic preparation, Alcalase 2.4L, was used in all experiments. The influence of the
factors like reaction time, shake ratio, and enzyme ratio on reaction efficiency was investigated.
Reaction efficiency was defined as an amount of recovered fat. The research revealed that the
experimental design used was appropriate for both substrates, as the satisfying level of reaction
efficiency of 95-100% was possible to achieve. On the basis of the results, one can conclude that
enzymatic pretreatment of non-edible animal fats using Alcalase 2.4L could be a satisfying me-
thod for adjusting waste animal fats to biodiesel production.

Key words: beef tallow, pig fat, non-edible grease, biodiesel
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